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 Oil seeps são locais com infiltração de gás e petróleo podendo ocorrer 
acima das estruturas terrestres ou offshore (mar profundo). Sua exploração em 
offshore tem sido limitada devido a dificuldades de amostragem e  observação in 
situ. O advento dos submarinos e veículos operados remotamente (ROVs) 
recentemente permitiu a exploração destas regiões, permitindo a investigação de 
comunidades biológicas relacionadas a diferentes processos fisiológicos para a sua 
sobrevivência. Neste contexto, o presente trabalho teve o privilégio de obter 
amostras desse ambiente, resultado de expedições na região do Atlântico conhecida 
como Platô São Paulo, sendo possível o isolamento de 162 bactérias. Tais isolados 
foram submetidos a procedimentos envolvendo técnicas de triagem rápida para a 
verificação da habilidade de sobrevivência em condições de exposição ao 
hidrocarboneto n-hexadecano, como uma fonte única de carbono. Neste quesito, foi 
possível a seleção de 51 isolados bacterianos, os quais também foram avaliados 
quanto à produção de metabólitos com atividade emulsificante, quando utilizado óleo 
de motor automotivo como agente não polar.  A atividade biodegradadora das 51 
bactérias frente à hexadecano foi analisadas por cromatografia gasosa acoplada à 
espectrometria de massas (CG-EM). Assim, três (3) isolados (Csh 01, Csh 26 e Csh 
28A ) revelaram taxas de biodegradação do hidrocarboneto acima de 50 %, tendo 
sido os mesmos caracterizados  como pertencentes ao gênero Bacillus sp., com 
maior proximidade filogenética à espécie Bacillus cereus. Dois isolados foram 
selecionados quanto a atividade emulsificante acima de 50% (Csh 31 e Csh 32B) . 
Tais isolados foram caracterizados como pertencentes aos gêneros  Klebsiella 
oxytoca (Csh31) e Bacillus pumilus (Csh 32B). 






 Oil seeps are locations with gas and oil infiltration occurring above ground or 
offshore structures (deep sea). Offshore exploration of these environments has been 
limited, due to their in situ sampling and observation difficulties. The advent of 
submarines and remotely operated vehicles (ROVs), recently, allowed the 
investigation of biological communities related to different physiological processes in 
oil seeps. In this context, the present work had the privilege to obtain samples for this 
environment, from developed expeditions at the Atlantic ocean region, known as São 
Paulo Plateau. It was possible to have 162 isolates of bacteria, those were submitted 
to fast screenings to verify abilities to survive using hexadecane as sole carbon 
source. It was also possible to select strains able to produce metabolites with 
emulsifying activity under automotive motor oil. The hydrocarbon biodegradation 
ability was evaluated by chromatographic analysis (GC-MS). In this context, three (3) 
isolates (Csh 01, Csh 26 and Csh 28A) were selected, showing hydrocarbon 
biodegradation indexes above to 50 %. Phylogenetically, these bacteria were 
affiliated to the genus Bacillus sp.,  closely related to Bacillus cereus species. Two 
(2) isolates (Csh 31 and Csh 32B) were selected about their emulsifying abilities, 
above to 50 %. The isolated Csh31 was characterized as Klebsiella oxytoca, while 
Csh 32B was identified as Bacillus pumilus. 
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1. INTRODUÇÃO 
  Microrganismos de biomas diversificados tem sido assunto de interesse na 
busca por funções complexas metabólicas, que podem ser aplicadas a tecnologias 
envolvendo biorremediação. Neste contexto, podem-se inserir os oil seeps, os quais 
correspondem a locais com infiltração de gás e petróleo podendo ocorrer acima das 
estruturas terrestres ou offshore (mar profundo). O mar profundo é composto por 
75% de todo volume de água nos oceanos, e o assoalho oceânico por sua vez, 
ocupa 65% da superfície terrestre,  quando uma infiltração de petróleo se forma 
debaixo d'água, ela pode formar um tipo peculiar de vulcão conhecido como um 
vulcão de asfalto a partir de  profundidades correspondentes a 1 km (Gage e Tyler 
1991; Orcutt et al., 2011). Os hidrocarbonetos presente neste vulcão asfáltico (oil 
seeps) podem escapar por camadas geológicas, fraturas e fissuras na rocha, ou 
diretamente de um afloramento de rocha oleosa. O assoalho oceânico, contém 
pouca disponibilidade de nutrientes, alta pressão hidrostática e temperaturas que 
variam entre -1 a 4 °C (Kato, 2011; Jorensen; Boetius, 2007). A perspectiva de vida 
em mar profundo era nula até que na década de 50 amostras de sedimentos foram 
coletadas a 10 km de profundidade e a presença de microrganismos em abundância 
fora encontrado (Jorgensen; Boetius, 2007). A partir da descoberta de 
microrganismos endêmicos, projetos de investigação foram criados com objetivo de 
ampliar o conhecimento a cerca de vidas em ambientes extremófilos, dentre eles os 
seguintes: Ocean Drilling Program (ODP), Integrated Ocean Drilling Program (IODP), 
Deep Sea Drilling Project (DSDP), Alvin operado pelo Woods Hole Oceanographic 
Institution (WHOI), SHINKAI 6500 e o KAIKO 7000II, operados pela Japan Agency 
for Marine-Earth Science and Technology (JAMSTEC) e o Nautile operado pelo 
French Research Institute for Exploration of the Sea (Ifremer). Com o avanço da 
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tecnologia foi possível descobrir áreas de exsudação quentes e frias (Konhauser, 
2007), liberando compostos de H2S, CH4 e hidrocarbonetos (Reysenbach; Shock, 
2002). Com a nova tecnologia dos submersíveis (Figura 1) e dos veículos de 
operação remota (ROVs) áreas de oil seeps vêm sendo exploradas com mais 
facilidade. Tais veículos podem realizar muitas atividades, dentre as quais, aferições 
físicas e batimétricas, coletas de amostras, manipulações de ferramentas.. 
Entretanto, uma proporção relativamente pequena da região oceânica tem sido 
visitada por estes veículos devido ao seu elevado custo e disponibilidade reduzida 
para uso científico (Quéric et al., 2004) . 
 
 
Figura 1.  Ilustração do submersível japonês Shinkai 6500 (Cruise Report, 2013). 
 Para a realização de estudos envolvendo o acesso a ambientes de  mar 
profundo, os amostradores push-corers, box-corers e multi-corers têm sido 
requeridos (Raghukumar et al., 2006) .Com o auxílio dessas ferramentas(Figura 2) 
são amostradas camadas com até 20 cm de profundidade,  trazendo à superfície 
uma fração do substrato superficial  juntamente à microrganismos autóctones 
associados, além de alíquotas de águas sobrejacentes. Navios e equipamentos de 
Introdução 
Dissertação de Mestrado – Cindi Espada de Souza  Página 24 
 
perfuração podem estar associados como ferramentas nesses tipos de estudos. 
Diversos trabalhos são descritos pela literatura como frutos de programas de 
perfuração oceânica com a finalidade de obter petróleo (Parkes et al., 1994, 2000, 
Wellsbury et al., 1997, 2002, D’Hondt et al., 2002, Schippers et al., 2005, Schippers 
e Neretin, 2006, Lipp et al., 2008). 
 
Figura 2. Ilustração do procedimento adotado durante amostragem realizada pelo     
 uso de  push-core (Cruise Report,  2013). 
 
 Com advento dos ROVs, regiões de  oil seeps foram estudadas e seu ciclo 
funcional compreendido (Figura 3). Também foi possível a descoberta de novos 
locais de exploração em mar profundo e/ou lagos, a exemplo Utah, com  infiltrações 
de petróleo naturais descritas a partir do Rozel Point no Great Salt Lake (Armand, 
1963). O Golfo do México, possui 600 infiltrações de petróleo naturais, as quais 
possuem vazão de um e cinco milhões de barris de petróleo por ano, ou seja, cerca 
de 80.000 a 200.000 toneladas  de óleo (National Geografic, 2010).  No mesmo 
contexto, Santa Bárbara na Califórnia, possui as duas áreas de infiltrações de óleo 
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mais prolíficas do mundo, resultando em cerca de 70 mil barris por ano de petróleo e 













Figura 3. Ilustração da rota percorrida pelo óleo ao sair do seep de óleo para a água (Fonte: 
Adaptado de Jack Cook, Woodsographic Hole Oceanographic Institution). 
  
Bactérias advindas de oil seeps desempenham um importante papel nos ciclos 
biogeoquímicos (Turley e Dixon, 2002), dentre os quais o ciclo global do carbono é o 
mais relacionado à ação microbiana (Rex et al., 2006). A decomposição de matéria 
orgânica está intimamente relacionada à liberação de compostos de fosfato, sulfato 
ou sulfeto, além de nitrogênio, gerando assim um tipo de “húmus” marinho (ZoBell e 
Morita 1959). O material orgânico não assimilado rapidamente pela fauna presente 
na interface água-sedimento se tornará substrato às bactérias do sedimento, 
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regulando recursos alimentares de acordo com as suas taxas de transformação 
(Richardson e Young, 1987). Regiões de oil seeps (Figura 4) são consideradas 
verdadeiros ‘oásis’ por abrigar concentrações de biomassa em ordens de grandeza 
acima das observadas em regiões de elevadas profundidades (Noaa, 2017).  
 
Figura 4: Emanação de oil seeps para o oceano (Noaa, 2017). 
Como forma de se aferir a atividade microbiana pode-se observar a 
incorporação de carbono ou produção bacteriana por intermédio da  respiração e do 
consumo de oxigênio, obtendo-se assim uma importante estimativa da taxa de 
mineralização da matéria orgânica  (Deming e Carpenter, 2008;Relexans et al., 
1996, Wit et al., 1997). Cerca de 6,5 % do carbono estão depositados abaixo da 
camada de mistura do sedimento, sendo que dentre os demais 93 % utilizados, 90% 
são consumidos pelos organismos na interface água-sedimento, e apenas 10% 
abaixo dela. Destes 93 % de carbono consumido pela biota, pelo menos 90 % são 
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convertidos a CO2 (Rowe e Deming, 1985). As classes de microrganismos  mais 
abundantes nesses ambientes são pertencentes aos filos Gammaproteobacteria, 
Deltaproteobacteria, Planctomycetes, Actinobacteria e Acidobacteria. De maneira 
geral, são grupos microaerofilicos, anaeróbicos heterotróficos e quimioautotróficos 
(Shauer et al., 2010; Zinger et al., 2011). A distribuição e composição dos grupos 
taxonômicos e funcionais das comunidades microbianas têm sido relacionadas  a 
fatores locais e regionais (Langenheder, 2012). Os fatores locais são determinados 
pelas variáveis ambientais como, temperatura, pH, luz, fontes de carbono e energia 
química disponíveis no habitat. As variáveis ambientais podem ser quantificadas e 
relacionadas às variáveis biológicas, tais como táxons microbianos presentes e 
adaptados ao habitat (Nemergut et al., 2013). Fatores locais sempre foram 
considerados os principais responsáveis pela biodiversidade padrão, abrangendo 
variáveis em uma escala maior do que o habitat estando relacionados, ao 
deslocamento dos táxons entre os habitats (Ragnarsson, 2007). Os fatores regionais 
podem causar mudanças estruturais no ambiente e nas comunidades microbianas 
(Hanson et al.,2012). 
Considerando que a distribuição bacteriana é estreitamente relacionada às 
propriedades do sedimento (Danovaro e Fabiano,1995), é notória a evidência de que 
ambientes de mar profundo com presença de oil seeps abriga comunidades  
distintas com propriedades metabólicas importantes, sendo que o estudo de 
ambientes marinhos tem sido fundamental para a compreensão dos processos 
globais,  motivando esforços na busca por recursos eficazes para a exploração de 
petróleo em águas profundas, ecologia microbiana, bem como na prospecção 
biotecnológica para aplicações de interesse ambiental / industrial.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1. BIORREMEDIAÇÃO 
 Um dos um dos principais problemas ambientais das últimas décadas 
tem  sido causado pela  utilização do petróleo como fonte de combustível  e o 
emprego de seus derivados (Crapez et al., 2000). Os acidentes ocorridos pelo 
transporte de óleos, perfurações de poços de petróleo, descargas ilegais de 
efluentes industriais e processos para a limpeza de tanques de navios no mar têm 
depositado cerca de 600.000 toneladas de petróleo bruto ao ano, formando extensas 
manchas negras, denominadas marés negras, as quais promovem efeitos altamente 
destruidores (Damas et al., 2000).Tais episódios retratam transtornos imediatos e a 
longo prazo, colocando em risco a fauna e flora, podendo ainda trazer 
conseqüências econômicas e sociais, tais como o turismo local (Nadarajah et al., 
2002).  
Ao longo dos anos,  acidentes com petróleo têm sido comuns, à exemplo da 
colisão entre os navios de Cingapura e Gibraltar em águas do sul da Malásia, 
provocando um vazamento de 300 toneladas de petróleo, recentemente, em agosto 
de 2017. Além desse grave incidente, também pode-se relatar acerca do derrame de 
4 milhões de litros de petróleo pela refinaria Getúlio Vargas no município de 
Araucária, no Paraná, em julho de 2000, sendo descrito como  o mais desastroso do 
Brasil até o presente momento. O vazamento seguido de explosão, promotor do 
derramamento de  206 milhões de barris de petróleo na água do Golfo do México em 
abril de 2010, também merece ser retormado, o qual, em magnitude, perde apenas 
para o  mais desastroso até o presente momento, ou seja, 240 milhões de galões de 
petróleo bruto no Golfo Pérsico. Tais evidências tornam urgente o desenvolvimento 
de tecnologias para a minimização dos impactos ambientais ocasionados por tais 
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tipos de acidentes. Neste contexto, instauram-se as técnicas que utilizam os 
princípio da biorremediação, a qual é definida como um processo que  emprega 
microrganismos ou produtos dos mesmos como ferramentas para diminuir ou 
eliminar a toxicidade de poluentes de um determinado ambiente (Moreira e Siqueira, 
2006). A biorremediação é uma estratégia frequentemente adotada por permitir o 
tratamento do contaminante geralmente a um baixo custo (Doble, 2004).  
Constitui técnica frequentemente utilizada para realizar a descontaminação 
de solos impactados por hidrocarbonetos e óleos, podendo ser aplicada 
principalmente devido à constante preocupação acerca dos efeitos de combustíveis, 
aditivos e produtos dos mesmos, quando no meio ambiente (Robles et al., 2015). A 
presença de nutrientes inorgânicos e de carbono orgânico em conjunto com a 
biomassa microbiana pode estimular a biodegradação dos hidrocarbonetos oriundos 
de derramamentos de petróleo em sedimentos costeiros (Atlas, 1991).   
Microrganismos envolvidos na biodegradação representam um dos 
mecanismos primários para a eliminação do petróleo e seus derivados em 
ambientes contaminados (Ghazali, 2004). Conceitualmente, hidrocarbonetos são 
compostos apolares de natureza hidrofóbica que constituem não apenas o petróleo, 
mas também plantas e animais. Os hidrocarbonetos podem ser classificados em 
alifáticos, ciclo alifáticos e aromáticos, sendo que os aromáticos são os 
representantes mais tóxicos, seguidos pelo ciclo alifáticos, olefinas e, por fim, os 
alifáticos (Altkins, 2001).  
Diferentes processos metabólicos são utilizados pelos microrganismos para 
obtenção de energia, sendo as bactérias heterotróficas as mais utilizadas na 
degradação de contaminantes orgânicos, por oxidarem compostos como fontes de 
carbono e energia, seja por meio da fermentação, respiração aeróbia ou anaeróbia 
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(Alexander, 1994). Bactérias que são capazes de utilizar hidrocarbonetos como 
substratos, estimulam e aceleram a biorremediação, transformando moléculas 
complexas em compostos estruturalmente mais simples, os quais no caso de 
mineralização, são convertidos à água e dióxido de carbono, sob condições 
aeróbias, ou metano, quando em anaerobiose (Cury, 2002).   
As populações microbianas, em seus ambientes naturais, dependem de 
fatores físicos, químicos e biológicos para que possam exercer atividades de 
biodegradação (Gaylard et al., 2005). Nesse sentido, quando em ambiente rico em 
petróleo ou acometido pelo mesmo, a composição e concentração do óleo são 
cruciais para determinar as taxas de degradação, assim como sua dispersão e 
emulsificação (Cunha et al., 2008).  
Existem muitas estratégias para biorremediar áreas afetadas por 
xenobióticos, incluindo  técnicas in situ, ou seja, aplicadas no próprio local 
contaminado, ou ex situ, onde o contaminante é removido e transportado à 
instalações devidamente apropriadas para o tratamento (Boopathy, 2000). 
Os biossurfactantes têm sido aplicados em diferentes sítios contaminados, 
normalmente resultando em eficácia, incluindo altas taxas de remoção e reparação 
dos poluentes (Mulligan et al., 2001). Isso deve à versatilidade apresentada, a qual 
vem a superar a dos surfactantes sintéticos produzidos industrialmente, além da 
promoção de processos de remediação, no que tange à poluição ambiental por 
petróleo ou compostos graxos, tanto pela aplicação in situ quanto ex situ (Mulligan et 
al., 2001, Yakubu, 2007).  
Alguns pontos também devem ser considerados tais como: eficácia na 
limpeza; relação custo: benefício; geração de contaminantes residuais após a 
biorremediação em níveis aceitáveis; percepção pública e regulatória favorável; 
Revisão Bibliográfica 
Dissertação de Mestrado – Cindi Espada de Souza  Página 32 
 
capacidade de cumprir as limitações de tempo e espaço; questões econômicas e 
responsabilidade ambiental (Cetesb, 2017). Assim, o investimento em 
biorremediação tem crescido e, por conseguinte, esta atividade em escala comercial 
tem apresentado relevantes adesões (Gr Engenharia Ambiental, 2017). 
 
2.2. BIODEGRADAÇÃO DE PETRÓLEO 
  
Bactérias degradadoras de compostos do petróleo vêm sendo isoladas 
desde 1950. Dentre as linhagens conhecidas, os  gêneros descritos abaixo tem 
demonstrado eficácia no quesito biodegradação: Acidovorans, Acinetobacter, 
Agrobacterium, Alcaligenes, Aeromonas, Arthrobacter, Beijerinckia, Burkholderia, 
Bacillus, Comamonas, Corynebacterium, Cycloclasticus, Flavobacterium, Gordonia,  
Microbacterium,   Moraxella,  Mycobacterium, Micrococcus, Neptunomonas, 
Nocardia, Paracoccus, Pasteurella, Polaromonas, Pseudomonas, Ralstonia, 
Rhodococcus,  Sphingomonas, Stenotrophomonas, Streptomyces e Vibrio (Crapez 
et al. 2002, Jacques et al. 2007, Mandri e Lin 2007, Seo et al. 2009). Microrganismos 
de diferentes gêneros e espécies com suas especificidades em degradar uma ou 
várias frações do óleo têm unido sua complexidade metabólica necessária formando 
importantes consórcios (Crapez et al. 2002, Tiburtius et al. 2004, Jacques et al. 
2007). Tais associações microbianas têm ganhado atenção destacada nos últimos 
anos, devido à sua eficiência metabólica em relação a culturas puras (Tiburtius et al. 
2004, Jacques et al. 2007). O metabolismo sinérgico provindo dos consórcios pode 
apresentar toxicidade para certos organismos ou mesmo, o aproveitamento de 
resíduos por outras espécies, via utilização dos mesmos como (Van Hamme et al. 
2003, Tiburtius et al. 2004). Vale ressaltar que as bactérias aeróbias têm um 
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importante papel na biodegradação de poluentes, onde o oxigênio utilizado não se 
comporta apenas aceptor final de elétrons para a conservação da energia 
respiratória, mas também como um reagente indispensável no mecanismo de 
ativação reacional (Widdel & Rabus 2001). De acordo com Peters et al. (2005), as 
condições necessárias para que ocorra a biodegradação de petróleo são: 
 i) a presença de aceptores de elétrons (oxigênio molecular, nitratos, 
sulfatos, íons férricos) e nutrientes inorgânicos (fósforo, traços de metais), 
necessários no início do processo de biodegradação, além da manutenção da 
sobrevivência microbiana; 
 ii) a porosidade e permeabilidade da rocha deve ser suficiente para permitir 
a difusão de nutrientes e mobilidade de microrganismos. A baixa porosidade e 
permeabilidade das rochas, e a diminuta granulometria sem fraturas, dificultam a 
difusão de nutrientes e mobilidade microbiana, consequentemente, produzindo óleos 
menos biodegradados; 
 iii) O reservatório deverá apresentar temperaturas de até aproximadamente 
80 ºC;  
iv) a presença de microrganismos eficazes na degradação de componentes 
do petróleo; 
 vi) a ausência de “venenos naturais”, isto é, de microrganismos não 
biodegradadores de hidrocarbonetos, que são tolerantes às condições dos 
reservatórios e que inibem e/ou limitam o crescimento e atividade enzimática de 
microrganismos degradadores de petróleo.  
Em suma, se todas estas condições estão presentes, o petróleo será 
alterado pelos microrganismos (da Cruz e Marsaioli, 2009). 
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No caso dos hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAPs), os mesmos 
poderão ser biodegradados sob três possibilidades:  
i) a transformação do composto aromático via a atuação de enzimas 
periféricas nos grupos hidroxilas com função de reconhecer as moléculas dos HAPs 
e convertê-las em intermediários centrais transformando-os em catecol (Bugg & 
Winfield 1998, Kanaly & Harayama 2000, Widdel & Rabus 2001, Scramin et al. 2003, 
Diaz 2004, Jacques et al. 2007); 
 ii) A conversão dos intermediários centrais poderá ocorrer pela ação das 
enzimas de fissão que serão utilizadas em vias comuns de geração de carbono e 
energia da bactéria. Neste instante, ocorrerá a abertura do anel do catecol por 
dioxigenases, que catalisam a adição de oxigênio molecular ao anel, podendo essa  
ocorrer em duas posições: entre os grupos hidroxila (clivagem intra-diol ou orto); ou 
adjacente a um dos grupos hidroxila (clivagem extradiol ou meta) (Heider & Fuchs 
1997, Bugg & Winfield 1998, Kanaly & Harayama 2000, Scramin et al. 2003, Díaz 
2004, Jacques et al. 2007). As dioxigenases intradiol, possuem como cofator o Fe3+ 
e produzem o ácido cis,cis-mucônico. Já as dioxigenases extra-diol, dependem do 
Fe2+, produzindo o semi-aldeído 2-hidroximucônico (Bugg & Winfield 1998, Kanaly & 
Harayama 2000, Scramin et al. 2003, Díaz 2004, Jacques et al. 2007); 
 iii) Os subprodutos resultantes da abertura do anel serão convertidos em 
componentes que participam do ciclo de Krebs. Assim o ácido cis-cis-mucônico será 
convertido em succinato e acetil-Co-A, enquanto o semi-aldeído 2-hidroximucônico, 
será transformado em ácido pirúvico e acetaldeído (Kanaly & Harayama 2000, 
Scramin et al. 2003, Díaz 2004, Jacques et al. 2007) (Figura 5).  
Revisão Bibliográfica 




Figura 5. Rotas metabólicas de biodegradação aeróbia de n-alcanos. Adaptado de     
Fritsche (2000). 
 
2.3. SUBSTÂNCIAS POLIMÉRICAS EXTRACELULARES (EPS)  
 Surfactantes são moléculas anfipáticas possuindo uma porção hidrofílica e 
uma porção hidrofóbica, conferindo dualidade polar-apolar (Van Hamme et al, 2006). 
As propriedades emulsificantes que caracterizam os surfactantes contribuem para 
funções, detergentes, lubrificantes, dispersantes de fases, solubilizantes, entre 
outras (Nitschke e Pastore, 2002).  
 Os surfactantes podem ser obtidos de duas fontes diferentes. A primeira e de 
maior demanda provém da produção sintética, os quais são derivados do petróleo. 
Um exemplo seria o produto comercial Triton X-100®, que é um agente tensoativo 
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usado abundantemente em procedimentos biotecnológicos, em particular na 
purificação de produtos biológicos e na biocatálise em meio orgânico (Kim et al., 
2000). Já a segunda fonte é provinda de microrganismos, os quais produzem 
biossurfactantes, advindos do metabolismo de variadas fontes de carbono (Ferrari, 
2017). Tais moléculas apresentam grande relevância para aplicação em nível 
industrial e campos diversos (Santos et al., 2012). As repetições de 
monossacarídeos são constituídas formando os denominados polissacarídeos, os 
quais podem diferir-se em sua composição de acordo com o número de carbonos 
presentes. São classificados como homopolissacarídeos (a exemplo da celulose); 
heteropolissacarídeos (a exemplo da goma arábica). Microrganismos de origens 
diversas têm potencializado a indústria com seus compostos aplicáveis (Mothé et al., 
2008; Cunha et al., 2009). O envolvimento dos microrganismos na formação de 
biofilme se dá pela excreção de metabólitos, denominados como exopolímeros ou 
substância polimérica extracelular (EPS), as quais conferem arquitetura e coesão 
aos agregados celulares, construindo uma estrutura tridimensional, gelatinosa e 
altamente hidratada, na qual os microrganismos se mantêm imobilizados 
aumentando sua capacidade de adaptação (Flemming, 2000).    
Os EPS têm diferentes funções nas células, dependendo de sua composição 
específica, estando associado a mecanismos de nutrição ou defesa celular, ou seja, 
os microrganismos produzem tais substâncias como forma de sobreviverem às 
condições do meio em que se encontram, podendo contribuir para o ataque celular a 
hidrocarbonetos, promovendo adesão microbiana às moléculas e subsequente 
solubilização das mesmas (Shreve, 1995).  
As substâncias tensoativas ou surfactantes são classificadas em aniônicas 
(ex: éter sulfonado ou sulfatos), não iônicas ou anfóteras e catiônicas (ex: sais 
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quaternários de amônio), de acordo com a carga exibida pela porção polar da 
molécula. A porção hidrofóbica é composta geralmente por um hidrocarboneto linear 
ou ramificado, apresentando ou não duplas ligações e/ou grupos aromáticos. Os 
íons têm uma forte afinidade pela água devido às atrações eletrostáticas entre a 
carga do íon e os dipolos da água (Mesquita, 2004; Christofi e Ivshina, 2002; Rocha, 
1999; Georgiou; Lin; Sharma, 1992). Os grupos anfifílicos dos surfactantes tendem a 
se distribuir nas interfaces fluídas com diferentes graus de polaridade (óleo/água e 
água/óleo). Um filme molecular é organizado nas interfaces, a qual reduz a tensão 
superficial e interfacial, tornando-se responsável pelas propriedades únicas dos 
surfactantes, tais como: detergência, emulsificação, lubrificação, ação espumante e  
anti-espumante, capacidade molhante, solubilização e dispersão de fases (Lin, 1996; 
Nitschke e Pastore, 2002). 
 Os biossurfactantes normalmente possuem baixo peso molecular, seus 
produtos são compostos de açúcares, aminoácidos, ácidos graxos e carboxílicos 
como grupos funcionais. Os mesmos possuem uma excelente atividade superficial, o 
qual torna interessante sua aplicação em áreas de contaminação por petróleo, uma 
vez que causam uma efetiva dispersão e o torna acessível aos microrganismos 
(Uzoigwe et al., 2015). Em contrapartida, os bio-emulsificantes possuem elevado 
peso molecular e são formados por uma complexa mistura de heteropolissacarídeos, 
lipopolissacarídeos, lipoproteínas e proteínas. Tais compostos são tidos como 
eficientes emulsificantes atuantes entre dois líquidos imiscíveis, porém não possuem 
efetiva ação sobre a quebra da atividade superficial. Em estudos de ambientes 
contaminados por petróleo, estas moléculas desempenham a função específica de 
se ligarem firmemente aos hidrocarbonetos e óleos dispersos, impedindo-os de se 
fundirem (Uzoigwe et al., 2015). 
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3. BREVE HISTÓRICO DO TRABALHO 
    Áreas do fundo oceânico têm despertado profundo interesse para a 
compreensão dos processos globais, dentre elas, regiões onde há exsudação de 
petróleo e gás, denominadas como oil seeps, têm possibilitado a  obtenção de 
amostras contidas de comunidades biológicas  relacionadas a diferentes processos 
fisiológicos para sua sobrevivência, além de peculiaridades acerca da exploração de 
petróleo em águas profundas (offshore). Sendo assim, o interesse na caracterização 
microbiana, e também à avaliação do potencial biotecnológico da microbiota ativa 
em ambientes de mar profundo, especificamente amostras de  oil seeps, motivou  o 
presente trabalho,  estabelecendo-se como desafio a investigação de isolados 
bacterianos aeróbios obtidos a partir de amostragens realizadas nestes ambientes, 
avaliando-se tais isolados quanto às suas habilidades biossintéticas (produção de  
biossurfactantes e bio-emulsificantes), bem como a investigação  do seu potencial 
biodegradador de hidrocarbonetos, tendo-se n-hexadecano como modelo 
experimental. 
Nesse sentido, o presente trabalho contou com o privilégio do recebimento 
de amostras obtidos a partir de diferentes cores de oil seeps, obtidos a partir da 
expedição realizada no período 10  a 24 de maio de 2013, na região do Oceano 
Atlântico conhecida como Platô São Paulo. As amostras avaliadas foram coletadas 
por intermédio do submarino Shinkai 6500 nas profundidades inferiores a 2500-3600 
m, e distante cerca de 260 km do litoral do Estado do Espírito Santo. Este submarino 
veio até a costa brasileira motivado por uma parceria firmada entre o Instituto 
Oceanográfico da Universidade de São Paulo (IO, USP), a CPRM Serviço Geológico 
Brasileiro e a JAMSTEC (Japan Agency for Marine-Earth Science and Technology). 
Todas as amostras foram coletadas pela Profa. Dra. Cristina Rossi Nakayama (co-
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orientadora do presente estudo) e gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Vivian H. 
Pelizzari (IO, USP). 
A Figura 6 ilustra os dois pontos amostrais (A1 e A2), dos quais foram 






Figura 6. Ilustração da área sul (A2 ) e norte (A1) correspondente ao Platô São Paulo.  
 
  
 Todo o percurso, bem como detalhes da expedição foram filmados e 
fotografados. As amostras obtidas foram submetidas a diferentes estudos desde 
Ponto 5 
Ponto 6 
Platô São Paulo Norte 
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aspectos taxonômicos, filogenéticos, biogeográficos como aspectos moleculares .Os 
mergulhos científicos realizados com o submarino Shinkai 6500 (Figura 7) trouxeram 
amostras de sedimentos que foram coletados por push-cores variando entre seus 




Figura 7. Área de Oil  Seep e o Submarino Shinkai 6500. 
 
Dentre as áreas exploradas, a denominada como A2 foi alvo do presente 
trabalho de pesquisa. Alguns pontos amostrais específicos foram determinados 
como potenciais alvos à investigação, sendo o ponto de mergulho 6 (P6) 
selecionado ao presente estudo, pelo fato do mesmo se apresentar como amostras 
de sedimentos contendo infiltrações de petróleo bruto. 
Essas amostras foram coletadas à uma profundidade variante entre 0-10 cm 
para uma observação das estratificações do core e também da superfície de alguns 
pontos. As amostras de sedimentos destinadas ao presente estudo foram 
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Figura 8. Amostras coletadas do ponto P6 (core C4), armazenadas em whirl packs. 
 
Neste contexto, a presente dissertação de mestrado irá apresentar a 
trajetória para a obtenção de resultados relacionados ao isolamento de bactérias 
presentes nas amostras avaliadas, bem como suas habilidades biodegradadoras e 































4.1. OBJETIVO GERAL 
 
O presente trabalho teve como objetivo geral  isolar bactérias aeróbias 
provindas de amostras de oil seeps coletados no Platô São Paulo,  selecionando-se 
linhagens quanto às suas habilidades biossurfactantes e ou bio-emulsificantes, além 
de atividades biodegradadoras de hidrocarbonetos. 
4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Obtenção de isolados bacterianos aeróbios a partir de amostras do sedimento 
de oil seeps; 
 Prospecção dos isolados bacterianos acerca de habilidades biodegradadoras 
e/ou biotransformadoras, avaliando-se a produção de compostos com 
propriedades emulsificantes ou surfactantes; 
 Avaliação dos isolados quanto à atividade de biodegradação de compostos 
presentes em petróleo, adotando-se n-hexadecano como modelo de estudo; 
 Seleção de bactérias que possam ser aplicadas em estudo futuro, visando o 
uso de consórcios microbianos para a biorremediação de ambientes 
acometidos por petróleo ou compostos graxos. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 
 
5.1. CULTIVO E ISOLAMENTO BACTERIANOS AERÓBIOS  
 
As amostras do P6 foram encaminhadas ao LABMSMA (Laboratório 
Multidisciplinar em Saúde e Meio Ambiente, UNIFESP, Campus Diadema) e 
mantidas a – 20 ºC. Os sedimentos (cores) foram diluídos às concentrações de (10-2, 
10-4 e 10-6). Foram semeados 100 µL de cada diluição em caldo nutriente (NB 
Biobras®) por 7 dias, com temperatura constante de 30 °C e 4 °C agitação rotacional 
a 150 rpm, para obtenção de bactérias mesófilas e psicrófilas. Sob ambas as 
condições, os meios de cultura foram adicionados de 0,5% (5mg/mL) de nistatina 
como agente antifúngico. Após a observação do crescimento de colônias 
bacterianas, as mesmas foram, isoladamente, inoculadas em meio mineral Bushnell 
Haas (BH,Difco®) onde o n-hexadecano (98% de pureza, Sigma- Aldrich) à 
concentração mínima – 0,1% v/v,  foi ofertado como fonte única de carbono 
conforme a metodologia adaptada de Vasconcelos et al. ( 2010). Todas as culturas 
hábeis ao crescimento nas condições descritas foram semeadas (100 µL) em meio 
mineral BH, adicionado de 2% de ágar bacteriológico e 0,1 % de hexadecano.  Todo 
o procedimento foi realizado em duplicata. As colônias que apresentaram 
características morfológicas macroscópicas distintas foram submetidas à análise 
microscópica e coloração de Gram. Para a preservação, os isolados foram 
cultivados em meio LB líquido (24 horas, 150 rpm e temperatura apropriada)  
armazenados em criotubos (triplicata de cada isolado) com solução de glicerol (20%) 
contendo relação de 1:1 (v/v), armazenamento em freezer -20 ºC, permanecendo 
por 2 horas, e em seguida estocados em freezer a – 80 ºC. 
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5.2. BIODEGRADAÇÃO DE HEXADECANO 
5.2.1. TRIAGEM RÁPIDA PARA A DETECÇÃO DE TOLERÂNCIA AO 
HEXADECANO 
A realização dos ensaios de triagem rápida revelou a ocorrência ou ausência 
de crescimento microbiano através de checagem de respiração celular, de acordo 
com metodologia descrita por Vasconcellos et al (2010). Hexadecano foi utilizado 
como hidrocarboneto modelo para a avaliação da capacidade dos isolados 
bacterianos ao crescimento em presença do composto como fonte de carbono. 
Dessa forma, os isolados crescidos em meio Bushnell Haas (BH) contendo 1,5 μL  
de hexadecano foram inoculados  em microplacas de 96 orifícios com (15 μL)  de 
suspenção, com objetivo de otimizar  a obtenção dos resultados. Foram adotados 
dois controles, sendo que o positivo tratava-se do isolado VBS 16 com potencial 
biodegradador já descrito por Ferrari (2017). O controle negativo foi composto 
apenas do meio BH mais 1,5 μL de extrato de levedura. Após 48 horas de incubação 
das culturas, sob agitação rotacional a 150 rpm, em suas respectivas temperaturas  
de crescimento, as mesmas foram adicionadas de 30 uL de solução de MTT (1%) [3-
(4,5-dimethyl-2thiazolyl)-2,5-diphenyl-2 H-tetrazolium bromide] (Merck®). A 
metodologia do Azul de Tiazolil (MTT) é utilizada para medir a viabilidade celular e 
sua consequente proliferação, através da redução dos sais de tetrazólio. MTT (1%) 
formado por [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2 H-tetrazolium bromide] 
(Merck®) é reduzido por células metabolicamente ativas, em parte pela ação de 
enzimas desidrogenase, para gerar equivalentes redutores tais como NADH e 
NADPH. 
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As linhagens positivas foram reveladas pela coloração azul violeta, indicando 
potencial das mesmas ao consumo ou tolerância à presença do hidrocarboneto 
como substrato majoritário no meio reacional.  
 
5.3. ENSAIOS DE BIODEGRADAÇÃO 
 
Para os ensaios de biodegradação foi utilizado o meio Bushnell Haas (BH) pH 
7 ± 0,2, sob as temperaturas de 30 e 4 °C, em agitador rotacional (150 rpm). O meio 
reacional foi composto por 10 % de inóculo previamente reativado em meio líquido 
Luria Bertani (LB), 1 % de hidrocarboneto (hexadecano) e 0,1% de extrato de 
levedura, como ativador do crescimento microbiano, conforme metodologia descrita 
por Vasconcellos et al. (2010). Todos os experimentos foram realizados em 
triplicata ,adotando-se as seguintes composições: 
- Controle 1   Meio BH + Hexadecano + Extrato de Levedura (Controle negativo  
abiótico, para verificar a perda do hidrocarboneto via volatização ou degradação  
abiótica do mesmo). 
- Controle 2  Meio BH + Hexadecano + Extrato de Levedura + Inóculo  
Autoclavado (controle biótico, para verificar possibilidades de precipitação do  
substrato na parede celular microbiana após lise celular). 
- Controle 3  Meio BH + Inóculo + Extrato de Levedura (controle positivo para  
a verificação do crescimento microbiano). 
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- Experimento  Meio BH + Hexadecano + Inóculo + Extrato de Levedura (cultivos 
destinados à promoção do crescimento microbiano de bactérias hábeis a consumir 
hexadecano). 
Alíquotas de 2 mL de cada uma das composições descritas foram monitoradas 
por análises cromatográficas utilizando-se cromatógrafo gasoso acoplada à 
espectrometria de massas (CG-EM). Avaliou-se amostras com a seguinte 
periodicidade de tempo : 0 h, 24 h, 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias. 
 
5.4.  ANÁLISES CROMATOGRÁFICAS – BIODEGRADAÇÃO DE 
HIDROCARBONETOS  
 O potencial biodegradador das bactérias, selecionadas nos ensaios de 
triagens rápidas, foi avaliado através de análises cromatográficas realizadas 
utilizando-se cromatógrafo a gás modelo CG Agilent modelo 5975C acoplado a 
espectrômetro de massas, alocado no Laboratório de Engenharia e Controle 
Ambiental, gentilmente cedido pela Profa. Dra. Juliana Gardenalli Freitas. 
 As alíquotas das amostras, coletadas no decorrer do período avaliado, foram 
submetidas à extração liquido-liquido, segundo metodologia descrita por 
Vasconcellos et al. (2010), adotando-se acetato de etila (Synth®) como solvente. O 
processo de extração consistiu em adicionar 2 mL de acetato de etila em 2 mL de 
amostra, adicionando-se NaCl para a quebra da emulsão formada entre o 
hidrocarboneto e o meio de cultura inoculado pelo microrganismo. A Figura 9 ilustra 
o procedimento adotado. A fase orgânica foi seca em carbonato de cálcio, e 
posteriormente filtrada em funil com algodão hidrofóbico.  
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Figura 9. Sistema de extração liquido-liquido através do funil de separação. Fonte: Da Silva, 
2012. 
 
 Obtidos os extratos orgânicos, os mesmos foram avaliados por CG-EM, nas 
seguintes condições: injetor tipo split (1:10), He como gás de arraste, fluxo de 1 
mL/min, coluna capilar de sílica fundida do tipo DB5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm), 
cuja fase estacionária consiste de 5 % de fenil metil silicone. O forno foi operado na 
seguinte programação: temperatura inicial (100 ºC), velocidade de aquecimento (10 
ºC /min), temperatura final (290 ºC), temperatura do injetor (240 ºC), temperatura do 
detector (280 ºC), temperatura na linha de transferência ou interface (280 ºC), faixa 
de massas entre (50 e 700 Da). O volume injetado foi de 1 μL. Os dados foram 
adquiridos utilizando-se o modo SCAN e os valores de massa variando entre 50 e 
700 u.m.a (unidades de massa atômica).  
 Após a aquisição dos dados, utilizou-se o programa MSD Productivity 
ChemStation para a verificação dos cromatogramas e espectros de massas dos 
produtos gerados a partir da biotransformação do hexadecano adicionado como 
substrato. 
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 [1]: 
𝐵𝐼 =  
𝐴1
𝐴𝑥−1
⁄   (1) 
BI = Índice de biodegradação, A1 = área de pico do padrão de quantificação 
interna (n-naftaleno) e Ax-1 = área de pico do hidrocarboneto (hexadecano) durante o 
tempo de experimento (28 dias). 
 
[2] 
𝐵𝐸 =  [
(𝐵𝐼𝑓 × 100)
𝐵𝐼𝑖
⁄ ] − 100  (2) 
BE = Taxa de biodegradação, BIf = índice de biodegradação final (após 28 
dias) e BIi = índice de biodegradação inicial (0 dias). 
 
5.5  PRODUÇÃO DE METABÓLITOS COM ATIVIDADES EMULSIFICANTES 
E/OU SURFACTANTES 
5.5.1. TRIAGEM RÁPIDA DE ISOLADOS BACTERIANOS QUANTO À 
ATIVIDADE SURFACTANTE  
Para verificar a viabilidade dos isolados quanto à atividade emulsificante foi 
realizado o teste denominado “colapso da gota”, descrita por (Bordour, 2003) (Figura 
10). Este experimento foi realizado em microplacas de 96 orifícios, com alíquotas de 
7 μL de óleo de motor  adicionados a cada micro poço. As placas permaneceram em 
repouso por 24 horas, a 30 °C e 4 °C. Simultaneamente, as culturas bacterianas 
foram cultivadas sob condições apropriadas, em meio de cultura (Luria Bertani) com 
temperaturas (30 ºC e 4ºC), durante 24 h, em novas microplacas. As placas 
inoculadas pelos microrganismos foram centrifugadas a 4 °C, 3.600 rpm, por 8 
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minutos e alíquotas de 5 μL dos sobrenadantes foram transferidas às microplacas 
contendo o óleo. Os resultados foram considerados positivos para as amostras que 
se dispersaram quando entraram em contato com o óleo, ou seja, aquelas que 
promoveram o colapso da gota de óleo, através da quebra da tensão superficial 
anteriormente existente. 
 
Figura 10. Ilustração do ensaio de colapso da gota. 
 
5.5.2.  DETERMINAÇÃO DO ÍNDICE DE EMULSIFICAÇÃO (E24) 
O método usado para quantificar a atividade emulsificante foi o índice E24 
(Iqbal, 1994). Foram adicionados 2 mL de diferentes compostos apolares (óleo de 
motor usado, óleo de motor novo, óleo de soja, glicerol e diesel) ao mesmo volume 
do sobrenadante de cada uma das culturas microbianas pré-cultivadas em meio LB. 
A solução foi agitada em vortex, durante 2 minutos, sendo mantida em repouso por 
24 horas, às temperaturas de 30°C e 4 °C .O índice E24 foi determinado aplicando-
se a Equação 2. 
E24 = (Emulsificado ÷ Total) x 100%     (Equação 2) 
5.5.3.  DETERMINAÇÃO DE ATIVIDADE TENSIOMÉTRICA 
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Análises para a determinação da capacidade de quebra da tensão superficial 
(atividade tensiométrica) de soluções óleo-agua, também foram realizadas. Foi 
adotada metodologia conhecida como Ring Method, a qual é descrita por 
(Rodrigues, 2006). Os isolados foram cultivados em frascos erlenmeyers contendo 
50 mL de meio mineral modificado ou meio Artificial Sea Water, ASW o qual é 
descrita por Goldman & McCarthy (1978), utilizando-se diferentes compostos graxos 
como substratos apolares: óleo de motor automotivo novo, óleo de motor automotivo 
usado, óleo diesel e glicerol). Todos os cultivos foram incubados em agitador 
rotacional a 150 rpm, durante 5 dias, a 30 ºC. Todos os ensaios foram realizados em 
duplicata. 
Após o período de incubação, as amostras foram centrifugadas a 3.800 rpm 
por 30 min a 4 °C, sendo que o sobrenadante foi utilizado para as aferições da 
capacidade de quebra da tensão superficial óleo-água, utilizando-se Tensiômetro 
KRUSS K6, equipado com anel de platina De Noüy de 1,9 cm (Figura 11). Os 
valores de tensão superficial foram representados pela média de três repetições 
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Figura 11. Tensiometro Kruss modelo K6, utilizado para medir a tensão superficial e 
interfacial de fluidos imiscíveis. Fonte: Barros, 2015. 
 
6. ANÁLISES MOLECULARES 
 As análises moleculares para a caracterização dos isolados bacterianos 
selecionados no presente estudo foram realizadas no Laboratório Especial de 
Microbiologia Clínica LEMC/ALERTA, localizado na Universidade Federal de São 
Paulo – Campus São Paulo, sob a supervisão do Dr. Rodrigo Cayô da Silva. 
 
6.1. SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S rRNA  
 
 Todos os isolados tiveram o gene 16S rRNA sequenciado para a afiliação 
filogenética dos mesmos (MARTINS et al., 2015). Foram utilizados os iniciadores 
16S-8F (5'GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 16S-1493R (5'-
ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3') (Mendes et al., 2007).  
   As reações de PCR foram purificadas utilizando o Kit de extração Gel 
QIAquick (Qiagen, Courtaboeuf, França), de acordo com as instruções do fabricante. 
A quantificação de DNA foi determinada pela densidade óptica a 260 nm utilizando o 
espectrofotômetro NanoVue (Ge Healthcare, Canadá), utilizando 1 µL do amplicon. 
Após a quantificação, aproximadamente 70 ng de DNA foram utilizados na reação 
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de sequenciamento utilizando o kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit 
(Applied Biosystems, Foster City, EUA). As reações de sequenciamento foram 
realizadas no equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Perkin 
Elmer, EUA). As sequências de DNA obtidas foram analisadas utilizando o software 
Lasergene (Dnastar, Madison, EUA) e, em seguida, foram comparadas com as 
sequências depositadas no GenBank utilizando a ferramenta Basic Local Alignment 
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7. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
7.1. CULTIVO E ISOLAMENTO BACTERIANO AERÓBIO  
 
Tendo em vista a metodologia adotada, foi possível isolar 162 bactérias, sendo 
30 cultivadas a 30 ºC e 132 cultivadas a 4 ºC. No apêndice A, as Tabelas 1 e 2, 
descrevem características acerca das linhagens pscicrófilas e mesófilas, incluindo 
temperaturas de cultivo,  características microscópicas e diluições as quais  foram 
obtidas.  O êxito obtido por intermédio do trabalho foi na obtenção do elevado 
número de isolados, não somente em mesofilia (30 °C), mas principalmente em 
psicrofilia (4 °C), gerando um diferencial em termos de microbiota criofílica à 
investigação.   
 Abaixo é possível identificar o local e a profundidade onde cada isolado teve 
sua origem (Tabela 5). 
 





dentre o total) 
Profundidade 




4-7 cm             
7-10 cm 
 As amostras foram  misturadas 
B (core 4) 37 (22%) 0-1 cm 
C (core 3) 48 (30%) 0-1 cm 
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As condições da área amostral, não foram consideradas como limitantes para o 
crescimento microbiano. O core 5 deu origem à   48 % dos isolados. Os cores 3 e 4 
permitiram a recuperação de 52 % dos isolados reafirmando que a profundidade do 
sedimento, não foi considerado um fator limitante ao crescimento microbiano. 
 
7.2. TRIAGEM RÁPIDA PARA A DETECÇÃO DO CRESCIMENTO MICROBIANO 
EM HEXADECANO  
Dentre os 162 isolados avaliados, 51 apresentaram potencial capacidade a 
utilizar hexadecano como única fonte de carbono. Nesse sentido, foram 
selecionadas 11 linhagens a 30 °C e 40 linhagens a 4°C, as quais são 
detalhadamente descritas no apêndice A. 
Tais isolados foram designados às análises cromatográficas, como forma de 
aprofundamento acerca de suas habilidades biotransformadoras de n-hexadecano, 
quando o mesmo lhes fora oferecido como fonte de carbono e energia. 
 
 7.3. ANÁLISES CROMATOGRÁFICAS – BIODEGRADAÇÃO DE 
HEXADECANO 
Os 51 isolados, selecionados descritos no item 7.2, foram analisados quanto 
à habilidade à biodegradação de hexadecano, utilizando a técnica cromatografia 
gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG-EM).  Buscando-se otimizar o 
número de amostras para análise, foi realizada uma triagem seguindo o critério de 
injeção dos tempos 0 horas, 7 dias e 28 dias no intuito de selecionar e monitorar 
detalhadamente, somente os isolados que demonstrassem alguma habilidade à 
biodegradação do hidrocarboneto oferecido como único substrato reacional. 
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O n-hexadecano foi o composto adotado como modelo para as análises de 
biodegradação (Tabela 6). Seu pico base possui m/z (massa:carga) 57. 
 
Tabela 6. Propriedades físico-químicas do n-Hexadecano 
PROPRIEDADES VALORES 
Fórmula molecular C16H34 
Peso molecular (g/mol) 226,44 
Ponto de fusão 18 ºC 
Ponto de ebulição 287 ºC 
Solubilidade (mg/L) 0,00628 
 
 Para a obtenção dos controles reacionais, inicialmente foi analisado apenas o 
n- hexadecano. Dessa maneira foram obtidos os seguintes controles: 
-> CONTROLE 1 (MEIO BH + HEXADECANO + EXTRATO DE LEVEDURA) nos 


















Figura 12. Cromatograma total de íons da amostra CONTROLE 1 em tempo de amostragem 0 horas. 
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Figura 13. Cromatograma total de íons da amostra CONTROLE 1 em tempo de  
amostragem 28 dias. PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
 
 
 Verificou-se que o hexadecano permaneceu constante, sem volatização e 
degradação abiótica, com sua presença até o final do experimento de (28 dias) 
tornando possível classificá-lo como controle negativo.  
 
-> CONTROLE 2 -(MEIO BH + HEXADECANO + EXTRATO DE LEVEDURA 
+ INÓCULO AUTOCLAVADO) nos tempos 0 horas (Figura 14) e 28 dias (Figura 15). 
O objetivo desse controle foi aferir a precipitação/incorporação do substrato pelo 
sedimento, verificando a manutenção da concentração do hexadecano até o término 
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Figura 14. Cromatograma total de íons da amostra CONTROLE 2 em tempo  de amostragem 0 




Figura 15. Cromatograma total de íons da amostra CONTROLE 2 em tempo de amostragem 28 dias. 
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 -> CONTROLE 3 -(MEIO BH + INÓCULO + EXTRATO DE LEVEDURA). O 
objetivo desse controle positivo foi demonstrar, de forma detalhada, possíveis 
compostos que possam surgir como metabólitos secundários gerados pelo 
crescimento do microrganismo. 
Como padrão interno para quantificar a capacidade biodegradadora das 
linhagens foi utilizado o hidrocarboneto aromático naftaleno na concentração de 3,9 
mM (Figura 16). A obtenção das taxas ocorreu após o estabelecimento de curva 
padrão (Tabela 7), determinando a concentração ideal para o seu uso como padrão 




Figura 16.  Cromatograma total de íons do naftaleno na concentração de 3,9 mM (PI) e o 











Resultados e Discussão 
Dissertação de Mestrado – Cindi Espada de Souza  Página 63 
 
Tabela 7. Concentrações de naftaleno para o estabelecimento do mesmo como 
Padrão Interno de quantificação 












As diferentes concentrações aferidas após as injeções permitiram a obtenção 
do overlay (curva de calibração) do naftaleno injetado nas mesmas condições das 
amostras contendo hexadecano (Figura 17). 
Figura 17.  Curva de calibração do naftaleno em diferentes concentrações. 
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Dessa maneira, os isolados que apresentaram atividade de biodegradação 
sobre hexadecano diminuindo sua abundância ao longo do experimento foram Csh 
01, Csh 26 e Csh 28 A, sendo esses, portanto, considerados como metabolicamente 
ativos sobre o hidrocarboneto avaliado.  
 O pH inicial reacional foi ajustado a 7 ± 0,2 e a temperatura adotada foi de 30 
ºC. Ao longo do experimento (28 dias) verificou-se que o pH de todas as amostras 
manteve-se estável. De acordo com a Resolução CONAMA 357 de 2005 (Conama 
357, 2005), pHs entre 7,3 e 8,3 apresentam-se dentro da normalidade para água 
salina. Sendo as linhagens de origem marinha, houve uma adaptação e produção 
efetiva, pois o pH está intimamente relacionado a produtividade microbiológica 
Cunha (2000). 
A Tabela 8 apresenta os índices de biodegradação de n-hexadecano 
apresentados pelos isolados selecionados, após 28 dias de monitoramento dos 
ensaios reacionais. 
 
TABELA 8: Índices de biodegradação de n-hexadecano apresentados pelos isolados 
bacterianos após 28 dias 
ISOLADOS ÍNDICE DE BIODEGRADAÇÃO 
Csh 01 85% 
Csh 26 72% 
Csh 28A 55% 
  
  
  Vasconcellos (2010) apresentou isolados de bactérias do gênero Bacillus, 
obtidos a partir de reservatórios de petróleo da Bacia de Campos (Pampo Sul), com 
efetiva participação em processos de biodegradação de hidrocarbonetos, 
apresentando índices acima de 50 %. 
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 No presente estudo, os experimentos foram monitorados ao longo de 28 dias 
com coletas realizadas nos tempos 0, 24 horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias, 21 dias e 
28 dias. 
Nas Figuras 18 a 23 encontram-se os cromatogramas obtidos a partir do 
monitoramento do comportamento do isolado Csh 01 frente ao hexadecano como 
substrato único à sua sobrevivência.   
 
 Figura 18. Cromatograma total de íons do isolado Csh01, frente ao hexadecano, no tempo 0. PI 
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Figura 19. Cromatograma total de íons da amostra Csh01, frente ao hexadecano, no tempo 24 horas. 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
 
 
Figura 20. Cromatograma total de íons da amostra Csh01, frente ao hexadecano, no tempo 7dias. PI 
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Figura 21. Cromatograma total de íons da amostra Csh01, frente ao hexadecano, no tempo 14 dias. 














Figura 22. Cromatograma total de íons da amostra Csh01, frente ao hexadecano, no tempo 21 dias. 
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Figura 23. Cromatograma total de íons da amostra Csh01, frente ao hexadecano, no tempo 28 dias. 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
 
 
 Após analisar todos cromatogramas total de íons obtidos, foi possível a 
obtenção dos índices de biodegradação em cada tempo amostral. Assim, a Figura 
24 ilustra a relação entre a biodegradação do hexadecano no decorrer do tempo 
experimental monitorado. 
 
Figura 24. Gráfico ilustrativo da relação entre a biodegradação do hexadecano, no decorrer 
do tempo monitorado (28 dias) , pelo isolado Csh01. 
  
Nas Figuras 25 à 30 são apresentados os cromatogramas obtidos a partir do 
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Figura 25. Cromatograma total de íons da amostra Csh26, frente ao hexadecano, no tempo 0 horas. 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
 
 
Figura 26. Cromatograma total de íons da amostra Csh 26, frente ao hexadecano, no tempo 24 
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Figura 27. Cromatograma total de íons da amostra Csh 26, frente ao hexadecano, no tempo 7 dias. 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
  
   
 
Figura 28. Cromatograma total de íons da amostra Csh 26, frente ao hexadecano, no tempo 14 dias. 
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Figura  29. Cromatograma total de íons da amostra Csh26, frente ao hexadecano, no tempo 21 dias. 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
 
 
Figura 30. Cromatograma total de íons da amostra Csh26, frente ao hexadecano, no tempo 28 dias. 
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Após analisar todos cromatogramas total de íons obtidos, foi possível a 
obtenção dos índices de biodegradação em cada tempo amostral. Assim, a Figura 
31 ilustra a relação entre a biodegradação do hexadecano no decorrer do tempo 
experimental monitorado.  
 
Figura 31. Gráfico ilustrativo da relação entre a biodegradação do hexadecano, no decorrer 
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Nas Figuras 32 à 37 são apresentados os  cromatogramas obtidos a partir do 
monitoramento do isolado Csh28 A frente a hexadecano. 
 
Figura 32. Cromatograma total de íons da amostra Csh28A, frente ao hexadecano,  no tempo 0. 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
 
 
Figura 33. Cromatograma total de íons da amostra Csh28A, frente ao hexadecano, no tempo 24 
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Figura 34. Cromatograma total de íons da amostra Csh28A, frente ao hexadecano no tempo 7 dias. 




Figura 35. Cromatograma total de íons da amostra Csh28A, frente ao hexadecano, no tempo 14 dias. 
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Figura 36. Cromatograma total de íons da amostra Csh28A, frente ao hexadecano no tempo 21 dias. 






Figura 37. Cromatograma total de íons da amostra Csh28A, frente ao hexadecano,  no tempo 28 
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Após analisar todos cromatogramas total de íons obtidos, foi possível a 
obtenção dos índices de biodegradação em cada tempo amostral. Assim, a Figura 
38 ilustra a relação entre a biodegradação do hexadecano no decorrer do tempo 
experimental monitorado. 
 
Figura 38. Gráfico ilustrativo da relação entre a biodegradação do hexadecano, no decorrer 
do tempo monitorado (28 dias) , pelo isolado Csh28 A. 
 
 Analisando-se os resultados obtidos pôde-se observar que a partir de 162 
isolados obtidos, três (3) foram selecionados quanto às suas habilidades à 
biodegradação de hexadecano como fonte única de carbono e energia (Csh 01, 
85 %; Csh 26, 72 % e Csh 28 A, 55 %) A Figura 39 ilustra os perfis obtidos pelos 
isolados Csh 01 e Csh 26, as quais apresentaram proeminentes  índices de 
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Figura 39.  Curva ilustrativa das taxas de biodegradação versus tempos amostrais, para os 
isolados bacterianos selecionados. 
 
 Analisando-se os perfis ilustrados pela Figura 42, torna-se possível inferir que 
o isolado Csh 28 apresentou-se como eficiente biodegradador do hexadecano após 
cerca de 7 dias de monitoramento, provavelmente devido à necessidade de 
adaptação ao meio reacional. Os isolados Csh 01 e 26 apresentaram perfis de 
biodegradação similares, ou seja, adaptação rápida ao consumo do hidrocarboneto 
como substrato microbiano, embora tenham tido índices de biodegradação final 
distintos, ou seja, 85 e 72%, respectivamente. 
   A disponibilidade de microrganismos no ambiente com capacidade 
metabólica eficiente para efetuar a degradação de compostos contaminantes tem 
apresentado resultados satisfatórios no que tange à aplicação em processos de 
biorremediação de áreas acometidas por diferentes compostos poluentes 
(Meneghetti, 2013). Sua utilização vem crescendo desde que Gray & Thornton 
(1928) isolaram vários microrganismos hidrocarbonoclásticos, pertencentes a vários 
gêneros, dentre eles, Bacillus, Bacterium, Micrococcus, Mycobacterium e Spirillum, 
capazes de decompor compostos aromáticos. Dentre uma lista contendo os 
principais gêneros de bactérias capazes de degradar derivados do petróleo, os 
ÍNDICES DE BIODEGRADAÇÃO 
Tempo (Dias) 
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Bacillus sp. e Bacillus cereus são evidenciados ( Wetler-Tonini, Rezende & Gravitol 
(2010). Além disso, por serem anaeróbios facultativos, tais gêneros microbianos 
possuem elevada afinidade à degradação de material orgânico (Moriarty, 1998, Lallo 
et al., 2007), apresentando facilidade mesmo sob condições não favoráveis (Toledo, 
2006).  
 
8. CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DOS ISOLADOS  
 Com o avanço recente das técnicas de biologia molecular, associado às 
novas técnicas de bioinformática, microrganismos diversos presentes em áreas 
impactadas têm sido detectados e classificados (Cunha et al., 2008; Lemos et al., 
2009). Neste contexto, a biologia molecular torna-se, uma poderosa ferramenta  
para o monitoramento de estudos de impactos ambientais. O desenvolvimento in situ 
e in vitro de linhagens provindas de sedimentos e diversos biomas, passam não 
somente ter como objetivo o isolamento e a identificação de cepas com potencial de 
biodegradação, mas também a aferição dos efeitos metabólicos e substanciais sobre 
sua aplicabilidade locais impactados.  
Nesse contexto, diante da capacidade comprovada dos isolados selecionados 
à biodegradação do hexadecano (Csh 01, Csh 26 e Csh 28 A) e bioemulsificante 
(Csh 31 e Csh 32B), partiu-se às análises para a caracterização filogenética de tais 
bactérias, baseando-se em análises moleculares do gene RNA ribossomal 16S, em 
colaboração com a equipe do Laboratório ALERTA da Universidade Federal de São 
Paulo, Campus São Paulo, sob a orientação do Prof. Dr. Rodrigo Cayô Silva. A 
Tabela  9 apresenta os resultados obtidos. 
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Csh 32B Bacillus pumilus positivo bastonetes 
    
    
    
 Os isolados Csh 01, Csh 26 e Csh 28 A, foram caracterizados como Bacillus 
sp. Os Bacillus são gram-positivos em sua maioria (Turnbull,1996), entretanto, é 
possível encontrar Bacillus  gram-negativos, sendo chamados de negativicutes 
(Morotomi M, Nagai F, Sakon H, 2007), ou seja, são compostos por  uma classe de 
bactérias Firmicutes, que possuem uma composição peculiar da sua parede celular 
que se tinge como gram-negativa, ao contrário da maioria das Firmicutes que são 
gram-positivas (Marchandin, et al., 2009).  Tal espécie tem sido observada quanto a 
produção de biossurfactantes, processo ocorrido pelo mecanismo de proteção da 
célula ao ataque de outros microrganismos. A surfactina  é considerada como um 
CLPBS (cyclic lipopeptide biosurfactants), que possui diversas atividades biológicas 
voltadas para área clínica (Vollenbroich, 1997), atualmente, vem sendo descrita com 
mais frequência na área ambiental, sendo aplicada na biorremediação (Ferrari, 
2017).   
 O isolado Csh 31 foi caracterizado como  Klebsiella oxytoca. Tal espécie já foi 
descrita quanto às evidências de produção de toxinas de surfactantes para adesão 
de paredes celulares na área clínica (Santos, 2012), na área ambiental suas 
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enzimas  tem sido utilizadas como fungicidas (Lopes, 2008) biomineralização de 
soluções de sal de ferro (Raikher et al., 2010). 
  O isolado Csh 32B afiliada à espécie Bacillus pumilus tem sido aplicada em 
pesquisas envolvendo biorremediação (Oliveira, 2010) demonstrando ser 
potencialmente apta quanto à produção de bioemulsificantes. Estudos relatam que 
possuem potencial de biodegradação de n-Hexadecano, além de alta resistência à 
radiação UV e H2O2 (Ferrari, 2017),além disso,  apresentam elevada atividade de 
protease e lipase (Costa, 2006; Gioia et al., 2007; Parvathi et al., 2009) .  
 
  9.0. SUBSTÂNCIAS POLIMÉRICAS EXTRACELULARES 
(EPS) 
9.1. TRIAGEM RÁPIDA DE ISOLADOS BACTERIANOS QUANTO À ATIVIDADE 
SURFACTANTE  
 A realização da triagem rápida demonstrou  perfis de migração de todos os 
sobrenadantes dos isolados microbianos avaliados, durante o “teste do colapso da 
gota”, não confirmando-se assim evidentes habilidades biossurfactantes dos 
metabólitos produzidos pelos mesmos. Tal resultado corrobora ao descrito 
recentemente por Ferrari (2017), em nosso grupo de pesquisas, o qual avaliando 
bactérias provenientes de amostras de água e sedimentos marinhos, também não 
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Tween 80 + Óleo de Motor
Usado








9.1.1. DETERMINAÇÃO DO ÍNDICE DE EMULSIFICAÇÃO (E24) 
Para a determinação do Índice de Emulsificação (E24) foi utilizado 
inicialmente óleo de motor automotivo usado como agente apolar (Figura 40). Os 
isolados selecionados, ou seja, que apresentaram valores de E24 superiores a 
50 %, foram avaliados frente a outros compostos apolares, incluindo-se óleo de soja, 
glicerol, óleo diesel, entre outros (Figura 41 e 42).  Solução de Tween 80 (10%) foi 







Figura 40. E24 dos Controles positivos (Tween 80, 10%). 
 
Figura 41. Resultados da atividade emulsificante (E24) dos isolados cultivados 
      a 30 °C, frente a óleo de motor usado. 
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Figura 42: Resultados da atividade emulsificante (E24) dos isolados cultivados a 4°C, frente 
a  óleo de motor usado.  
 
 Tendo em vista o fato de considerar aptos os isolados com valores iguais ou 
superiores a 50 %, os isolados Csh 31 e Csh 32 B (Tabela 10) foram selecionados. 




















A seguir, a Figura 43 apresenta os índices E24 obtidos para os 
isolados  selecionados, frente aos demais compostos hidrofóbicos. Vale 
salientar que ambas as bactérias não demonstraram qualquer habilidade à 
emulsificação de óleo diesel e glicerol, os quais também foram aplicados como 
agentes hidrofóbicos (Tabela 11).  
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Figura 43. Resultados da atividade emulsificante (E24) dos isolados, frente a 
     óleo de soja e óleo de motor novo. 
 
Tabela 11: Valores de E24 dos isolados frente aos agentes apolares avaliados 
 
 Assim, dentre os 51 isolados analisados, dois (2) (CSH31 e CSH 32B) 
apresentaram ótimo desempenho quanto à atividade emulsificante demonstrando 
valores de E24 superiores 50 %, frente ao óleo de motor usado, podendo-se 
predizer acerca de sua habilidade à aplicação futura em atividades destinadas a 
biorremediação ligadas a resíduos automotivos.  
O óleo de motor usado foi inicialmente eleito como pré-seleção da 
metodologia E24, pelo fato de que óleos lubrificantes já utilizados possuem maior 
degradabilidade que os novos, sendo que isso ocorre devido aos processos de 
pressão e alta temperatura os quais são submetidos quando nos motores 
automotivos (Lopes e Bidoia, 2009). 
Resultados e Discussão 
Dissertação de Mestrado – Cindi Espada de Souza  Página 84 
 
 
9.1.2. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE TENSIOMÉTRICA 
Nesta etapa os isolados foram submetidos à determinação de atividade 
superficial, sendo avaliados frente aos seguintes compostos graxos: óleo de soja, 
óleo de motor novo, óleo de motor usado, glicose, diesel, glicerol e óleo de soja 
usado. Não se obteve resultados que indicassem atividade tensiométrica dentre os 
exopolímeros produzidos pelas cepas avaliadas. Isso pode ser confirmado pelo fato 
de que nas triagens prévias realizadas, ou seja, teste de colapso da gota, nenhum 
dos isolados apresentou habilidades à quebra da tensão superficial óleo-água. Tais 
resultados indicaram que os exopolímeros produzidos pelas cepas avaliadas  
possuíam habilidades emulsificantes, porém não surfactantes, ou seja, podiam atuar 
entre duas interfaces de fluidos com diferentes polaridades tais como óleo/água ou 
água/ar (Banat et al., 2010; Sekhon et al., 2011) porém, eram ineficientes quanto à 
capacidade de reduzir a tensão superficial, não se caracterizando como 
biosurfactantes (Uzoigwe et al., 2015). 
As propriedades funcionais produzidas pelas bactérias mediante seu potencial 
de aplicação de compostos incluem: emulsificação, separação, umedecimento, 
solubilização, de-emulsificação, inibição de corrosão, redução de viscosidade de 
líquidos e redução da tensão superficial. Tais propriedades têm sido empregadas  
em ramos diversos da agricultura, construção e nas indústrias alimentícias, de 
bebidas, papel, metal, têxtil, farmacêuticas e de cosméticos (Bognolo, 1999; 
Fiechter,1992; Mulligan, 2001). Todavia, a relação com a indústria petrolífera e seus 
derivados distribuídos nas áreas urbanas tem sido objeto de grande interesse devido 
ao aumento da solubilidade dos componentes do petróleo. O potencial de 
recuperação de derivados de petróleo deve-se à sua utilização na limpeza de 
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tanques, preparo de misturas óleo-álcool para combustíveis e dispersão de óleos 
derramados em ecossistemas aquáticos (Lima, 1996). A presença de óleos 
lubrificantes de carros pode constituir um sério risco ao ambiente, uma vez que 
somente uma pequena parcela é reciclada e a maior parte é incinerada ou queimada 
(Koma, Hasumi e Yamamoto et al., 2001) entretanto, a degradação de n-parafinas 
provenientes de óleo usado de carros tem sido objeto de grande interesse  a partir 
do estudo de microrganismos isolados  tais como a bactéria identificada como 
Acinetobacter sp. que foi capaz de crescer em um meio mínimo contendo n-
parafinas (0,1%p/v) após 96 horas de cultivo. Quando foi realizada a adição de óleo 
usado de carros houve a redução de 20% do mesmo, após 72 horas de cultivo. 
 Estudos demonstraram que  Bacillus pumilus, estão presentes em ambientes 
contaminados por óleo demonstrando ser um agente promissor para aplicação 
ambiental (Calvo et al., 2008). Bueno (2008) isolou vários microrganismos de 
amostras de solo contaminado com hidrocarbonetos para avaliar a produção de 
biossurfactantes e encontrou em Bacillus pumilus, potencial biorremediador. 
 Rocha et al. (2013) isolaram bactérias com elevado potencial de produção de 
lipases para remover óleos e graxas, na etapa de pré-tratamento de águas 
residuárias provenientes da purificação do biodiesel. Dentre as cepas selecionadas, 
Klebsiella oxytoca apresentou 80 % de remoção dos óleos e gorduras presentes no 
efluente, em 48 horas. 
 Ao comparar resultados obtidos pelos isolados Csh 31 com 57,7%, e Csh 32 
B, os quais apresentaram E24 de 58,33%, foi possível confirmar acerca da potencial 
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10. CONCLUSÃO 
  Como resultados acerca do trabalho desenvolvido, obteve-se que a 
partir de 162 isolados, 48% foram provenientes do core 5. Partindo do mesmo ponto 
amostral, três isolados foram considerados promissores quanto às habilidades à 
biodegradação de n-hexadecano, demonstrando índices superiores a 55 % (Csh 01 , 
85 %; Csh 26, 72 %; Csh 28A, 55 %). Também foi possível a seleção de dois (2) 
isolados (Csh 31 e Csh 32B) quanto à produção de compostos com propriedades 
emulsificantes. Assim, considera-se que o presente estudo obteve êxito no que 
tange ao alcance dos objetivos propostos inicialmente, chegando à seleção de 
linhagens passíveis de aplicação futura na biorremediação de ambientes acometidos 
por compostos ricos em hidrocarbonetos. 
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TABELA 1. Linhagens 4°C do banco dos isolados preservados 
Apêndices 




































CONTINUAÇÃO DA TABELA 1. Linhagens 4°C do banco dos isolados 
preservados 
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APÊNDICE B – ISOLADOS QUE APRESENTARAM TOLERÂNCIA À 
HEXADECANO 4° C E 30° C 
 
Tabela 3. Isolados que apresentaram tolerância à sobrevivência em hexadecano, 
quando cultivados a 4°C 
 
Linhagens 4°C 
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Tabela 4 Isolados que apresentaram tolerância à sobrevivência em hexadecano, 
quando cultivados a 30°C 
 
Linhagens 30°C 
    
Csh 1 
Csh 8 
Csh 11 
Csh 12 
Csh 26 
Csh 28A 
Csh 29 
Csh 31 
Csh 32A 
Csh 32B 
 
 
